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OZET

Mineralizasyonun lokal kontrolinde iki inorganik fosfordan (Pi)
olusmus pirofosfat (PPi) ve Pi/PPi orani esansiyel rol alir. Lokal Pi ve Pi/PPi
oranina etki eden iki 6Gnemli basamak alkali fosfataz (TNSALP) ve sodyum-
fosfor (NaPi) ko-transport aktiviteleridir. Huacre kuiltir ¢alismalarinda bu
basamaklarin ayri ayri ya da birlikte inhibisyonu, mineralizasyon surecinin
daha iyi anlagiimasinda yol gosterici olmustur. Bu ¢alismada bir nonselektif
NaPi kotransport blokeri olan foscarnet (150 mg/kg) ve bir TNSALP inhibitori
olan levamizolin (25 mg/kg) kemik mineral yodunlugu ve kemigin mikro-
yapisl Uzerine etkisi Balb/c tirl farelerde arastiriimistir. Bulgular levamizoliin
toksik doza yakin uygulanmasinin serum TNSALP, fosfor, kalsiyum ve kemik
morfometresinde anlamlh bir degigiklik olugturmadigini in-vivo olarak ilk kez
ortaya koymustur. Ayrica daha énceki az sayidaki verilerin aksine foscarnet
tedavisinin serum TNSALP ve fosfor degerlerinde belirgin atisa ve kortikal
kemik parametrelerinde degisikliklere neden oldugu da in-vivo olarak ilk kez
gOsterilmigtir.  Sonug olarak yeni gelistirlecek daha spesifik NaPi
kotransporter blokerlerinin, kemik mineralizasyonu ve mikroyapisina etkilerini
in-vivo olarak inceleyen daha kapsamli calismalar, kemik hastaliklari olan

hastalarimizi daha iyi tedavi edebilmek igin bir hedef olabilir.

Anahtar Kelimeler: Foscarnet, levamizol, inorganik fosfor, kemik

mikroyapisi, mikrotomografi.



SUMMARY

Investigation of The Effects of Levamisole and Phosphonoformic Acid

on Bone Mineral Density in Mice

Pyrophosphate (PPi), formed by two inorganic phosphate (Pi), and
Pi/PPi ratio play main role in the local control of mineralization. Tissue
nonspecific alkaline phosphatase (TNSALP) activity and sodium-phosphate
co-transporters are two main mechanisms affecting local Pi concentration and
Pi/PPi ratio. Inhibition of one or both of these mechanisms in tissue cultures
has leaded us to better understand the mineralization process. In this study,
the effects of foscarnet (150 mg/kg/day), a non selective inhibitor of NaPi
cotransporters, and levamizol (25 mg/kg/day), a TNSALP inhibitor, on bone
mineral density and bone micro-structure in Balb/c mice were assessed.
Study findings revealed in-vivo for the first time that near toxic dose of
levamizole did not produce any significant changes in serum levels of
TNSALP, inorganic phosphate and calcium as well as in bone micro-
structure. In addition, it was also shown in-vivo for the first time that foscarnet
treatment caused significant increases in serum TNSALP and inorganic
phosphate levels and significant changes in cortical bone parameters, in
contrast to very limited previous data. In conclusion, more extensive and
detailed in-vivo studies evaluating the effects of newly developed, more
specific NaPi cotransporter blockers on bone mineralization and
microstructure may be targets for us to better treat our patients with bone

diseases.

Key words: Foscarnet, levamisole, inorganic phosphate, bone

microstructure.



GiRiS

I. Kemik ve Mikroyapisi

Erigkin bir insan sesamoid kemikler hari¢ toplam 213 kemik igerir.
Uzun kemik, yassi kemik ve dizensiz kenarli kemikler olarak U¢ grupta
incelenebilir. Yassi kemikler membran6z kemiklesme ve uzun kemikler hem
enkondral hem de mebrandz kemiklesme ile olusur ya da buyurler (1).

iskelet sistemi vicut icin destek, iskele, hareketler icin kaslarin
tutunma vyerleri olarak, i¢ organlari gevreleyerek koruma, mineral hemostazisi,
asit-baz dengesini saglama, blyume faktorleri ve sitokinler icin depo olmak,
hematopoezin gergeklestigi bosluklari olusturmak gibi ¢ok sayida gorevi
vardir (1,2).

Uzun kemikler diyafiz, metafiz, epifizden olusur. Diyafiz yogun kortikal
kemik, metafiz ve epifiz ise yodun olarak trabekuler yani siingerimsi kemikten
olusmakta ve bu olusumlarin dis c¢eperi ince bir kortikal tabaka ile
cevrilimektedir. Vicudumuzdaki kemiklerin %80’i kortikal, %20’si trabekuler
kemik yapisindadir (1). Kortikal kemikler yogun, sert yapida olup ilik alanini
cevrelerler. Trabekller kemikler daha cok bosluklardan ve bu bosluklarin
icerisinde bal petegi ya da orumcek agi seklinde yerlesmis trabekulalardan
olusmustur. Kortikal kemik trabekuler kemige gore daha az aktiftir (3).

Kortikal kemik osteonlardan olusur. Osteonlar, haversiyan sistemler
olarak adlandirilir. Haversiyan sistemler silindirik yapida olup dairesel
lamellerden olugsur. Haversiyan kanallari kortikal yapidaki porositeleri
olusturur. Kortikal porosite normal bir kemikte %5’den azdir. Saglikli bir
yaslanmada kortikal porositi artar ve kortikal kemik incelir. Kortikal kemigin dig
yuzune periostal yuzey, i¢ yuzune endosteal yuzey adi verilir. Periosteal
yuzeydeki osteogenez kemigin enine buyume, genisleme ve sekillenmesinde
ve Kirik iyilesmesinde énemli bir rol oynar. Kemik yapimi (kemik formasyonu)

tipik olarak periosteal ylzeyde daha fazladir. Bu nedenle kemik yaslandikga



enine buyime devam edecektir. Endosteal yluzeyde ise yeniden sekillenme

daha ¢ok aktiftir. Bu yuzeyde kemik rezorbsiyonu daha fazladir (1,3).

Cortical Osteon

Sekil-1: Kemigin mikroyapisi (1).

I.LA. Kemik Modeling ve Remodeling Siiregleri

Kemik uzunlamasina ve enine buyur. Longutidinal ve enine bluyume
Ozellikle c¢ocukluk ve puberte doneminde daha belirgindir. Longutidinal
blylime, biyime plaginda kikirdak birikimi ve bu kikirdagin mineralize olacak
kemik doku ile yer degistirmesi ile gergeklesir (1,4).

Osteoblast, osteosit ve osteoklastlarin koordineli ve birbirleri ile
uyumlu g¢aligmalariyla gerceklesen surecler kemigin modeling ve remodeling
suregleridir (1,3,5). Kemigin modelingi (sekillenme) blylime slrecinde uygun
kemik sekli ve kemik kitlesinin artmasini saglar. Bu sure¢ Ozellikle periosteal
kemik yapimi ile gerceklesir. Burada dnemli bir suregte endosteal ylzeyde
yer alan rezorbsiyondur. Sonugta ilik mesafesi genisler. Buradaki slreg
periosteal kemik yapimi lehine oldugu icin kemik enine genisleyerek toplam

kemik kutlesinde artis meydana gelir (1). Kemik modeling siirecinde yapim



(anabolik modeling) ve yikim (katabolik modeling) kortikal kemigin farkli
yiizlerinde ayni anda gerceklesir (6,7) (Sekil-2). Ozellikle dogumdan
blylmenin duraksadigi déneme kadar aktif olarak devam eder. Ancak
kemiklerde olusacak kiriklarin tamirinde ve mekanik yuklenmeye uyum
saglamak acisindan dusuk bir hizda erigkin hayatta da surmektedir (5,7).
Ayrica modeling sureci hiperparatiroidi, renal osteodistrofi gibi durumlarda
erigskin hayatta da aktif hale gelebilir (1,8—10). Modeling surecini etkileyen en

onemli faktér mekanik yuktir.
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Sekil-2: Kemik modeling ve remodeling surecleri (7).

Diger 6nemli bir sure¢ olan remodelling (yeniden sekillenme) dogumla
baglar ve olume kadar devam eder (1). Kemik remodelingi “kemik yapim-
yikim” (turnover) donglsunu saglayan bdylece kemik kitlesinin saglikli devam
etmesini, mekanik yUklenmelere uyumu, mikokiriklarin duzeltiimesi ve
kalsiyum/fosfor metabolizmasinin devam etmesini saglayan 6nemli bir
surectir (7). Kemik yapim-yikim dengesi olarak da bilinen bu slreg¢ erigkin

kemik metabolizmasinin tamamina yakinini olusturur. Kemigin rastgele bir



yuzeyinde kuguk bir alanda (paket) rezorbsiyon osteoklastlarca
gerceklestirilir. Kisa bir dinlenme slreci sonrasi osteoblastlar yeni kemik
matriksini ve mineralizasyonu gercgeklestirirler. Bu stre¢ modelingden farkl
olarak genelde kemigin ayni yuzeyinde yer alan birbirini takip eden yikim-
yapim dengesindedir (1,7) (Sekil-2). Remodeling slreci perimenopozal ve
erken postmenopozal donemde artar ve ilerleyen yaslarda azalir. Ancak bu
azalma dahi premenopozal donemdeki remodeling surecinden daha hizlidir.
Erkeklerde ise orta yaslardan sonra artis gosterdigi distntlmektedir (1).

|.B. Kemigin Hucreleri

|.B.a. Osteoklast

Osteoklast kemigin mineralize ekstraselller matriksinin
rezorpsiyonundan sorumlu hicredir.  Osteoklastlar hematopeoetik kok
hucrelerinden koken alirlar (11). Bu onclllerden olgun bir osteoklast
olusumunda bazi uyarici molekullere ihtiyag vardir. Bu molekullerden en iyi
bilineni osteoblast, osteosit ve stromal hicrelerden salinan RANKL (Receptor
Activator for Nuclear factor k B Ligand) ve M-CSF (macrophage colony-
stimulating factor)’dir (12). Bu uyarici faktorlerin 6nemli bir kismi
osteoblastlardan salgilanmaktadir. Bu nedenle “osteoklast geligimi
osteoblastlara bagimlidir” denilebilir. Olgun osteoklastlar integrin adi verilen
hicre baglayici reseptor ile kemik yuzeyine baglanir. Kemik yuzeyine
baglandiktan sonra osteoklast polarizasyonu gerceklesir. Boylece
osteoklastin kemik yuzeyi ile temas eden plazma membrani baglanti yuzeyini
onemli derecede artirmak igin girintili ve g¢ikintili bir hale gelir. Bu parmaksi
cikintilarin olustugu yuzeye “ruffled border” denilir (1). Osteoklastlar firgamsi
plasma membranindan hidrojen iyonu ve Cl sekrete ederek asidifikasyonu ve
mineral hidrolizini gerceklestirirler. Yine ayni sekilde salgilanan Kathepsin-K
ve matriks metalloprotein-9 (MMP-9) gibi enzimler de matriksde yer alan
organik maddelerin par¢calanmasinda gorev alirlar (13-15).

|.B.b. Osteoblast

Ozellikle tip 1 kollojenden zengin ekstraseliiler matrikisin (ESM)
yapimindan sorumlu htcredir. Bu ESM daha sonra mineralize olacak ve

kemigi meydana getirecektir. Osteoblastlar, osteoprogenitor hucrelerden



farkhlasirlar. Osteoprogenitor hucrelerse mezenkimal kok hiicrelerden
farkhlasirlar (1,16,17). Bu farkhlasma sureci hematopoetik sistemdeki
farkhlasma kadar net tanimlanmis degildir. Osteoprogenitdr hicreler kemikte
periost altinda endosteum ve kemik iliginde bulunurlar. Pre-osteoblasttan
osteoblast donugumunde hucreler genigler kuboidal bir gérinum alirlar. Bu
osteoblastlar kemik matriksinin sentezinden sorumlu oldugu igin belirigin bir
endoplazmik retikulum ve golgi yapisi dikkat ceker (1). Osteoblastlardan
salgilanan en 6nemli portein tip 1 kollojendir. Bunun disinda birgok kollojen
olmayan proteinde eksprese eder (1,18). Preosteoblastan sonra proliferasyon
gerceklesmez.

I.B.c. Osteosit

Osteoblast olgunlasma safhasinda, osteoblastin ¢evresi kemik
matriksi ile ¢evrelendiginde osteoblast olgunlagsmasinin son safhasi
gerceklesir. Bu safhada osteoblast morfolojik olarak degisir ve stoplazmik
organellerini kaybeder, igsi uzantilari olan ince bir hiicre haline gelir. Bu
hicreye osteosit adi verilir (19,20). Osteositler kemikte lakuna adiverilen
oyuklarda yerlesirler. Birbirleriyle ve osteoblastlar dentritik uzantilari ile
baglanti halindedirler. Bu dentritik uzantilar kanakuli adi verilen ince
kanallardan geger. Sonucgta osteositler lakunakanakuli adi verilen bir yapi
icerisinde yer alirlar (1). Kemikte yer alan en fazla sayidaki hticredir. Bu
durum kemige etkisinin boyutunu dogru orantili artirmaktadir. Osteositlerin
kemigin canliiginda ve diger fonksiyonlarin gerceklesmesinde gorevleri
oldugu ifade edilmektedir. Bir orkestra sefi gibi kemigi yonettigi sdylenebilir
(20). Birden ¢ok gorevi vardir. Bunlardan ilki mekanosensoér olarak gorev alir.
Diger 6nemli bir gorevi kalsiyum ve fosfor hemostazisini (FGF23, PHEX,
DMPP1 ekspresyonlari ile) saglar. Diger bir etkisi de kemigin yapim ve
yikimini kontrol etmektir (RANKL, OPG, sclerostin salgilayarak) (21,22).

Il. Fosfor Metabolizmasi

Fosforun vucudumuzda esansiyel bir rolu vardir (23). Bu etkinligini

gOsterebilmesi icin serum fosfor dlzeyi belirli araliklarda tutulmahdir. Serum



fosfor dizeyi, barsak fosfor geri emilimi, renal fosfor atihmi ya da
reabsorbsiyonu, kemik mineralizasyonu ve rezorbsiyon dengesi ile saglanir.
Paratiroid hormonu (PTH), 1-25-dihidroksivitamin D ve Fibroblast growth
factor 23 (FGF23) gibi birgok humoral faktorler bu suregte etkilidir (24).

Fosfor kalsiyumdan sonra vicudumuzda bulunan ikinci en c¢ok
mineraldir. Fosfor tum hucrelerde hucre butunligu, metabolik yolaklarin
calismasi, enerji saglanmasi, kas ve iskelet sisteminin yapisi ve c¢alismasi,
DNA ve nukleik asitlerin yapisinda yer alan bodylece yasamsal sureclerin
devamliliginda énemli bir yeri olan mineraldir (23). insan viicudu yasamsal
fonksiyonlarinda esansiyel olan bu mineralden faydalanabilmek igin intestinal
emilimi, renal geri emilimi artirmis ve blylk miktarlarda kemiklerde
depolamigtir. Erigkin bir insanda toplam vicut fosforunun %80-90 kadari
kemikte geri kalan miktar ise hucre disi alan, yumusak dokular, eritrositler ve
hdcre iginde yer alir. Plazma fosfor miktari toplam fosfor miktarimizin %0,1
kadaridir. Plazma fosfor dizeyi kalsiyum gibi kati ve dar bir sinirda tutulmaz
ancak belirlenmis daha genis deger araligi vardir. Bunu saglayan hemostatik
kompleks suregler vardir. Plazma fosfor limitleri canlinin gesidi ve yasina gore
degismektedir. Ornegin baliklarda fosfor diizeyi oldukga vyiiksek iken
insanlarda daha azdir. Ayrica erigkin bir insanin plazma Pi duzeyi bir
yenidogan ya da infanta gére daha azdir (25). Diyet ile alinan fosforun %70
proksimal barsaklardan emilir. Normal sartlarda barsaklardan emilen fosfor
miktari renal kaybedilene esit olup, nétr bir fosfor balansi vardir (23).
Gerikalan %30 ise vitamin D ve Na-Pi kanallarin rol aldigi aktif bir surecle
emilir (26,27).

Ekstraselller alandaki fosfor konsantrasyonu siki bir humoral
mekanizmalarin etkisi altindadir. Bu surece fosfor hemostazisi adi verilir. Bu
hemostazis ginimuzde 6nemli bir dlgide agiklanmis olsa da yine de tam
anlasilabilmis degildir (24). Birgok organ bu hemostazisde etkin bir rol alir.
intestinal fosfor emilimi, renal fosfor reabsorbisyonu, kemik mineralizasyon ve
rezorbsiyonu etkileyerek fosfor denegesini saglayan birgok humoral
mekanizmalar vardir. Gunumuz bilgileri ile fosfor hemostazisinin barsak-kmik-

bobrek-paratiroid bez aksinda kontrol edildigini bilmekteyiz (24,28).



[I.LA. Sodyum-Fosfor Kotransporterlari

Kemik, barsaklar ve bobreklerde yer alan gesitli fosfor transport
sistemleri tum vicuttaki fosfor hemostazisinin saglanmasinda esansiyel
oldugunu bilmekteyiz. Bir¢cok dokuda bir¢cok c¢esit transport sistemlerin
eksprese edilmektedir (29). Fosforun anyonik yani negatif yiklu inorganik hali
[inorganik fosfor (Pi)] hucrelerce kullaniimaktadir.

Bu durum negatif elektrokimyasal potansiyeli olan membrandan
Fosforun basit difizyon ile gegmesini engeller. Bu gegiste cesitli fosfor
transporterlarina ihtiya¢ vardir. Hucreler ekstraseluler alandan negatif yuklu
Pi'yi ikincil aktif transport ile almaktadirlar. Bu amagla 6zellesmis sodyum
bagimli fosfor kanallari kullanmaktadir (29). invivo ve invitro ¢alismalarda (i¢
ana tip sodyum/fosfor kotransporter tanimlanmistir. Tim bu Pi
kotransporterlar, membrani bircok kez gecen yapidadirlar. “Solute carier
series” (SLC) protein ailesine aittirler (30).

II.LA.a. Tip 1 Sodyum-Fosfor Kotransporter

ilk tanimlanan NaPi transporter tyesidir. Daha cok bébrek tiibulus
hacreleri epitelinde yer almaktadir. Daha az olarak ta beyin ve karacigerde
bulunur. Sonradan anlagiimistir ki bu kotransporter aslinda diger anyonlarin
tasinmasinda daha c¢ok godrev almaktadir. Fosfordan kisith beslenme
durumunda ise bu kanallarin ekspresyonu degismemektedir (29).

IILA.b. Tip 2 Sodyum-Fosfor Kotransporter

Tip 2 NaPi iyon tagiyicilar NaPi2a, NaPi2b, NaPi2c adi altinda U¢
izoformu vardir.

NaPi2a, bobrede spesifik olup, bobrek renal tubller ve epitel
hacrelerin  apikal ylzeyinde yer alir. Proksimal tdbulden Pi
reabsorbsiyonundan sorumlu en o6nemli proteindir. Bu proteini kodlayan
gende fonksiyon kaybi fosfor atiiminda ciddi bir artisa ve serumda
hipofosfatemiye neden olur (31). Bu kanalin fonksiyonlari Pi hemostazisinde
rol alan hormonal yolaklarla kontrol edilmektedir. PTH bu kanalin en 6nemli
dizenleyicisidir. PTH hicre apikal yuzeyinde yer alan bu kanallarin
internalizasyonuna neden olarak lizozomal degradasyona ydnlendirir.

Sonugta Pi reabsorbsiyonu yapacak kanal sayisi azalir ve Pi atihimi artar.



Ayni sekilde FGF-23 de NaPi2a'nin ekspresyonunu azaltarak Pi atilimini
artirir.

Tip 2 NaPi iyon tasiyicilarinin diger izoformu NaPi2c’dir. Genel olarak
NaPi2a ile benzer yerlerde eksprese olmaktadir. FGF23/Vitamin D araciligiyla
regule edilmektedir. Etkisi NaPi2a ile de benzerdir. Ayirt edici 6zelliklerinden
bir tanesi tasidiklari sodyum molekil (Na) sayilarinin farkh olmasi (NaPi2c iki
adet, NaPi2a U¢ adet Na tasir) (32). Ratlarda yapilan calismada o6zellikle
weaning déneminden 6énce NaPi2c’'nin eksprese edildigini daha sonra belirgin
azaldigini gostermigstir (33). Belki bu nedenle NaPi2a’da meydana gelen
bozukluklarda NaPi2c kompansasyon yapamamaktadir (32).

NaPi2b daha c¢ok intestinal ve akciger tip-2 alveolar hicrelerle
iligkilidir. Kalsitriol (1-25(0OH)2-D3) intestinal Pi emilimini artirmaktadir. Bu
etkisini NaPi2b ekspresyonunu artirarak yapar. NaPi2b, Pi hemostazisinde
intestinal Pi reabsorbsiyonunda etkilidir ve bdylece kan Pi diuzeyini arttirir
(32).

lILA.c. Tip 3 Sodyum-Fosfor Kotransporter

NaPi iyon tasiyicilarinin en son tanimlanan lyesi Tip 3 Napi iyon
tasiyicisidir. Bunlar ilk olarak “retroviral receptors for gibbon ape leukemia
virus” (Glvr-1) ve “receptors for rat amphotrophic virus” (Ram-1) olarak
tanimlanmiglardir. Yeni kesfedilmis 6zelliklerinden dolayr bu proteinler
yeniden adlandinimistir (29). Pi transportunda esansiyel yollari ve birgok
dokuda eksprese edilmesi nedeniyle Pi transporter anlamina gelen Pit1 ve
Pit2 isimleri verilmigtir. Diger Pi tasiyicilarin tersine bu proteinler beyin,
karaciger, kemik, bébrek plesanta, iskelet kasi, kikirdak, dalak, timus, prostat,
tetis, over, ince barsak, |0kositlerde eksprese olduklari gosterilmigtir.

NaPi1 bircok iyon igin tagiyici 6zelligi olsa da Pit1 ve Pit2 sadece Pi
ve Na'ya oOzgudur. Ayrica hucredisi Pi azalmasinda ya da diyette Pi
kisittanmasinda dokularda Pit ekspresyonlarinin arttigi gosterilmistir. Tip 3
NaPi tasiyicilari birgok dokuda Pi'nin hucre membranindan tasinmasinda

esansiyel ve dnemli bir rolu oldugunu sdyleyebiliriz (32).



lll. Kemigin Mineralizasyonu

Kemik organik ve inorganik materyallerin uyumlu birlikteliklerinden
olusmus biyolojik kompozit bir dokudur (34). Biyomineralizasyon sadece
kemik ve diglerle sinirh bir alanda gegerlidir. Bu dokular disindaki
mineralizasyonlar yagsamsal sorunlar olusturabilmektedir (35). Kemik birden
¢ok Ozelliklesmis hucre ve kompleks bir ekstraselliler matriks igerir.
Osteoblast kemik ylzeyinde bulunur ve kemik yapimindan yani organik
matriks ve inorganik yapilarin formasyonundan sorumludur. Osteositogenezis
osteoblastin osteosite donusum surecidir. Bu slre¢ mineralziasyon ile paralel
gelisir.

llI.LA. Mineralizasyonun lokal ve sistemik regiilasyonu

Mineralizasyonu kontrol eden sureglerin ana hedefleri Ca ve fosfor
iyonlaridir. Bu iyonlar hidroksiapetit (HA) bilesenleri olup mineralizasyonun
gerceklesmesinde bu iyonlarin varligi ve yeterliligi esansiyeldir (36). Bu
iyonlarin yetersizliginde mineralizasyon bozulur ve rikets, osteomalazi denilen
hastaliklar meydan gelir. Fosfor tim hucreler i¢cin olmazsa olmaz bir iyondur.
Hucre yasami, ¢ogalma, buylime, iletisim, enerji metabolizmasi ve kemik
mineralizasyonu igin esansiyeldir (23). Fosforun serumda az olmasi (hipo-) ya
da ¢ok olmasi (hiper-) vlcut i¢in istenmeyen ve zararli durumlardir. Besinlerle
alinan organik ya da inorganik fosfor barsaklardan emilir ve dolasima karisir.
Bu fosforun buylik kismi kemiklerde depo edilir. Fazlasi bobreklerden atilir.

lll.A.a. Mineralizasyonda Lokal Pi Kontrolu

Mineralizasyonun lokal kontrolinde fosfor dengesi énemli bir roll
vardir (36). Diyette fosfor eksikligi ya da renal atim fazlaligi mineralizasyonu
bozacaktir (37). Sistemik fosfor konsantrasyonu kemik dokudaki lokal Pi
seviyesinde ve osteodin mineralizasyon surecinde oldukga 6nemlidir. Ancak
sistemik Pi duzeyinin ayarlanmasinda bugune kadar bildigimiz PTH-Dvitamin
aksi yetersiz kalmaktadir (38). Sistemik kontrolde bu aksa FG23'de
eklenmigtir ve bu hormon fosforun vicuttaki net balansi tzerine etkilidir (32).
Ancak bu hormonal dizeylerin tekbaslarina kemik yada dis dokusundaki lokal

Pi Uzerine etkisi ve mineralziasyonu acgiklamadaki rolleri yeterli degildir (39).



Tum bu bilgiler 1s1dinda, mineralizasyonun, sistemik (hormonal) etkilerin
kolaylastirdigi daha ¢ok kemik lokal dokusundaki hucrelerce (osteoblast ve
osteosit) kontrol edilen bir sire¢ oldugunu séyleyebiliriz.

[lI.LA.b. Mineralizasyonun Sistemik Kontroliu ve FGF23

Sistemik kalsiyum ve fosfat hemostazisinde geleneksel bilgiler PTH
ve 1,25(0OH)2D3 aksinda gercgeklestigidir. PTH tubuler epitellerin apikal
yuzeyinde sodyum badimli fosfor kotransporterlarin miktarini azaltarak
(internalizasyon ve degradasyon) renal fosfor reabsorbsiyonunu azaltir ve
fosforun idrarla atilimini saglar. Ayni anda kalsiyumun proksimal tubullerden
geri emiliminide saglar boylece kalsiyumun idrarla atihmini azalir. Gerek PTH
etkisi ile gerekse disen fosforun etkisi ile bobrekte 1,25(0OH)2D3 sentezi
artar. Bu 1,25(0OH)2D3 proksimal barsaklardan fosfor ve kalsiyum emilimini
artinr. BoOylece artan kalsiyumun fosforu azaltici etkisi ile birlikte artan
kalsiyumun PTH Uzerine baskilayici etkisi fosfatlriyi daha da azalttir. Tum bu
kisir dongu ile net fosfor kaybinin olabilecegi bir fosfor dengesinin saglikh
aciklanmasinda yetersiz kalmaktadir (38). Bu durumda Pi Uzerine net
fosfotlrik etkiye sahip FGF23, ana duzenleyici olarak karsimiza gikmaktadir.
FGF23 yapisal olarak FGF ailesine benzese de kendisi dolagima salinan bir
‘hormon” olup bdbrek Uzerine etkileri vardir. Bu hormonun varhgi, mineral
hemostazisinin kemik, barsak, bdbrek, paratiroid bezi arasinda feedback
mekanizmalarla kontrol edildigi seklinde tanimlanmasina neden olmustur.

Fgf23 ilk kez otozomal dominant hipofosfatemik riketse neden oldugu
etkilerinin kesfi ile tanimlanmistir (37) Daha sonra tumor-iligkili osteomalizide
etkisi gosterilmistir (26). Cok Oncelerden renal fosfor atilimi fazla olan ve
sonugta hipofosfatemisi ve bu hipofosfatemi ile uyumsuz disuk kalsitriol
seviyesi olan hasta gruplarn tanimlanmaktadir. Bu hastalik gruplarindaki
kesifler ve calismalar FGF23’Un fizyolojik fosfor regulasyonunda ve kemik-
bobrek iligkili hastaliklarda anahtar rol oynadigi tanimlanmisgtir (40).

FGF23, 30 kDa molekuler agiriginda, FGF ailesinin bir Gyesidir. Bir
“hormon” olarak tanimlanir (40) . BlyUk kismi osteositler tarafindan salgilanir
daha az olarak osteoblastlardan salinir. Sonugta kemikten kaynak alan bu

hormonun hedef organi bébrektir. Hedef organlarinda etkili olmasi igin o
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dokuda “klotho” adi verilen transmembran bir proteinin kofaktor etkisine
intiyag duyar (36). Reseptort FGFR olup bir tirozin kinaz reseptoérudur.
FGF23 hormonunun goérevi proksimal tubuler sodyum-fosfor kotransporter
ekspresyonunu azaltarak renal fosfor reabsorbsiyonunu inhibe etmek ve
boylece fosfatlriye neden olmaktir (26,36). Ayrica FGF23 renal 1-alfa
hidroksilaz enzimini bilinmeyen bir sekilde inhibe eder ve 24-alfa hidroksilaz
enzimini aktive eder. Boylece 1,25(0OH)2D3 olusumunu azaltir. Yiksek fosfor
alimi ya da 1,25(0OH)2D3 fazlaligi FGF23 ekspirasyonunu artirir ve bébrek Pi
atilimi artar. Artan FGF23 1,25(0OH)2D3 olusumunu azaltir, PTH’1 baskilar ve
sonugta intestinal fosfor emilimi azalir (26,36). PTH, ostesit ylzeyindeki
PTH1R reseptori araciigiyla kemige etki eder. Bu etki FGF23
ekspresyonunu artirir ve bu durum negatif feedback ile PTH kontrolli saglar
(36). FGF23’Un bu etkilerinden badimsiz olarak mineralizasyonu baskiladigi
da gosterilmistir. Ancak bu suregte nasil bir rol oynadigi halen netlesmemistir
(40). Wang ve ark. FGF23 overekspresyonu gerceklestirdikleri rat kalvarya
hicrelerinde mineralizasyonun sistemik fosfordan bagimsiz inhibe oldugunu
gOstermiglerdir. Osteoblast hucre kultirlerine FGF23 tedavisinin  benzer
sonuglar gosterdigi calismalarda gergeklestiriimistir. Bu galismalar FGF23
sistemik faktorlerden ve Pi'den bagimsiz olarak mineralizasyonda gerekli ve
etkili oldugunu gostermektedir (40,41). Bazi diger calismacilar FG23 eksikligi
olan “FG23-/-“ fareler Uretmislerdir (42,43). Bu fare grubunda beklenildigi gibi
hiperfosfatemi, hiperkalsemi, yuksek 1,25(0OH)2D3 ve baskilanmis PTH
saptamiglardir. Ancak ylksek miktarda Pi, kalsiyum ve kalsitriole ragmen bu
farelerin iskelet sistemlerinde ciddi mineralizasyon defektleri (osteomalazi,
osteodosis) gozlenmistir (43,44). Ayrica Hipofosfatemik rikets (X bagimh) fare
modellerinde hipofosfatemi ve rikets gelistigi gosteriimesine ragmen sadece
renal NaPi kanallari bloke edilen ve hipofosfatemi gelisen farelerde rikets ya
da osteomalazi gelismemistir (45). Tum bu g¢aligmalar kemik dokuda lokal Pi
duzeylerinin, sistemikten ayri olarak, mineralizasyonda etkili oldugunu
gOstermektedir.

Yuksek fosfor uygulanmis damar duz kas hucre kulturlerinde

kalsifikasyon gelistigi gozlenmistir. Ayrica bu kas hucrelerinde osteogenik
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degisiklikler tespit edilmisti. Nonspesifik bir NaPi blokeri olan “Fosfonoformik
asit” (foscarnet) uygulanmasi ile yuksek fosfora ragmen mineralizasyon
gerceklesmemis ve kas hucrelerinde herhangi bir degisim gozlenmemistir
(35). Yine benzeri bir galismada damar duz kas hicre kilturlerinde Pitl
kanallarinin  spesifik ablasyonu ile kalsifikasyonda gerileme oldugu
gorulmustir (46). Meleti ve ark. osteblast benzeri hicre kulturlerinde
inorganik fosfor konsantrasyonun artmasi ile apoptozis gelistigi ve bu slrecin
foscarnet uygulanmasi ile olusmadigini gdéstermiglerdir (47). Damar diz
kasinda kalsifikasyon calisilan arastirmalarda NaPi kotransporterlarinin ve
dolayisyla lokal Pi‘nin mineralizasyonda esansiyel bir roli oldugu dikkat
cekmektedir.

Pi iyon konsantrasyonlarinin o6zellikle matriks vezikilllerinde
ekstraselller alana gore ¢ok ylksek olmasina ragmen bu iyon akigi vezikll
icine dogru olmaktadir. Bu durum o6zellikle fosfor transportunun transseluler
ve aktif bir stiregle gerceklestirdigini distindirmektedir (48,49). Kusku yok Ki
bu silregte ve dolayisi ile mineralizasyonda Pi kadar Pi‘nin transportuda

onemli bir basamaktir.

lll.A.c. NaPi Kanallarinin Mineralizasyon Siuirecinde Etkileri

NaPi tasiyicilari yukarida anlatildigi gibi U¢ ana grupta incelebilir.
Bunlardan NaPi2a, NaPi2c ve NaPi3 (Pitl ve Pit2) osteoblastlarin hicre
ylzeyinde oldugu gdsterilmistir (39,49). ilk iki kanal daha cok sirasiyla
bdbrek, karaciger ve akcigerde oldugu gosterilmis olup NaPi3’'Un ise ¢ogu
dokuda eksprese edildigi bilinmektedir. Osteoblastlar ylizeyinde yer alan NaPi
kanallarin sadece Pit1 ve Pit2 oldugunu gosteren hucre kultar galismalari
olmasina ragmen yine osteblast ve benzeri hucre kuilturlerinde NaPi2a ve
NaPi2c kanallarini da gosterildigi calismalar yayinlanmistir (39,49).
Osteoblast ylzeyinde yer alan NaPi kanallarin cesitligi celiskili olsa da bu
kanallarin mineralizasyon surecinde énemli ve esansiyel bir rolu oldugu kusku
goturmuyor. Yinede Ozellikle Pitl’in intertisyel sividan Pi absorbsiyonunu
saglamada merkezi bir rolt var gibi gorunmektedir (39). Buna ragmen Pitlve

Pit2 ablasyonunun hicre viabilitisinde onemli bir degisiklik yapmamasi
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bunlarin etkilerinin bagka yolaklardan kompanse edilebildigini gosteriyor (50).
Ancak osteogenik hucrelerin gergeklestirdigi mineralizasyon surecinde
esansiyel bir rolleri oldugunu soéyleyebiliriz. Bununla birlikte gerek damar kas
hicrelerine gerekse osteojenik hlcre kultirlerine bir non-spesifik NaPi
inhibitoru  olan foscarnetin uygulanmasi, mineralizasyonu azalttigi yada
tamamen engelledigi gorulmuagtur (35).

lll.A.¢. Matriks Vezikulleri

Matriks vezikdlleri (MV) ekstraselller, membrana bagli yada ayri 50-
200nm  boyutunda  nanovezikillerdir.  Kondrositler, osteoblast ve
odontoblaslarca hicre yuzeyinden tomurcuklanarak olusturulur (51,52).
Vezikil membran vyapisi hicre membran vyapisindan farkh oldugu
bilinmektedir. Hicre membranin yapmasi gerekenden bir kismini fazlasiyla
gerceklestirmesi gerektidi icin 6zellesmis bir membran yapisi vardir diyebiliriz.
Vezikul membranlar fosfolipidlerden zengindir. Bu durum Ca afinitesi saglar.
Ayrica MV, Kkalsiyum kanallari (annexin A2,A3,A5 CaATPaz), kalsiyum
baglayan protein (calbidin), ALP, NPP1, NaPi kanallarindan ve
PHOSPHO1'den zengin bir yapiya sahiptir (53,54) (Sekil-3).

Matriks vezikulleri Ca ve Pi igin bir toplanma alani diyebiliriz, bu
toplanma sonrasi Ca-Pi amorf yapilar olusur ve bu minerallerin birikiminin
devam etmesi ile bu amorf yapilar vezikiller icinde ¢oézinemiyecek kadar
cogalmis olur ve HA kristallerini meydana getirirler. Bu slre¢ sonrasinda HA
kristalleri membrani pargalar ve ekstraseluler alan yani matrikse (osteid alan)
kollajenlere yapisarak otururlar (52). Daha sonraki adim, bu HA kristallerin bir
odak olarak goérev yapmasi ve ekstraseliler alanda HA olgunlagsmasi,
bayumesi ve dagihmin gergeklesmesidir (52). Bu suregler elektron
mikroskopisi ile gosterilmis olup matriks vezikulleri araciligiyla mineralizasyon
yaklagik 40 yildir bilinmektedir (55) (Sekil-4). Gunumuze kadar bu gorusun
dogruluguna iligkin birgok arastirma yayinlanmistir (56-58).
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Sekil-3: Matriks veizkillerinde mineralizasyon (59).

Bu vezikullerin nasil olugtugu ve bu vezikullerin hangi sinyaller
sonucu membrana gonderildigi net bilinmemektedir. Mineralizasyon surecini
aciklayan diger hipotezler ve bulgular burada anlatiimamistir. Ancak MV odak

olusumunda yada HA‘nin buylimesinde ve yayillmasinda bir sekilde etkili

oldugunu sdylemek yanlis olmaz.

Sekil-4: Matriks vezikulleri (60).
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MV’de yer alan fosfolipidlerin ¢ok olmasi Annexin kanallari ve
kalsiyum baglayan proteinlerin ¢ok olmasi Ca igin bir yapisma ve c¢ekim
merkezi olmaktadir. Zaten osteoblastlarca olusturulduklarinda MV igeriginin
Ca yonunden zengin oldugu gosterilmistir (61). Bu Ca konsantrasyonunun
artisi1 hucreden ayrildiktan sonra devam eder.

[lI.A.d. Matriks Vezikullerinde Pi Konsantrasyonun Artmasi

Pi birikimini vezikil ylzeyinde yer alan ¢ogunlugunu Pit1 ve Pit2’ nin
olusturdugu yogun NaPi kanallari saglar. Bununla birlikte vezikdl iginde Pi
konsantrasyonunu artirmada onemli bir basamak olan PHOSPH1 enzimi
Ozellikle organofosfatlardan (fosfokolin ve fosfoetonalamin) Pi serbestlestirir
(62). Mineralizasyonu baskilayan PPi ise Ank kanallari aracihgiyla
ekstraselller alana atilir ve vezikll icinde mineralizasyonun daha da
kolaylasmasi saglanir. Bunun disinda matriksden Pi saglanmasi igin vezikul
ve hiicre membrani ylizeyinde yer alan TNSALP, PPi'den Pi serbestlestirir ve
Pi vezikul icine gecger. Ayrica bu basamak HA'nin matriksde blylimesi ve
yayllimini PPi’yi azaltarak da kolaylastirir. Nihayi sonug, vezikilde Pi ve Ca
konsantrasyonlarinin artik ¢céziunemeyecek duzeyde birikimi ve HA olusumu
ile sonuglanir. Daha sonra HA'lar membrani pargalar ve matrikse yayilir.
Burada ESM’deki Ca ve Pi ile olgunlasmaya ve blyumeye devam eder
(54,63-65).

ll.A.e. Pi/PPi Oraninin Mineralizasyona Etkisi

Lokal regulasyonun merkezinde iki inorganik fosfor (Pi) dan olusmus
Pirofosfat (PPi) ve Pi/PPi orani yer alir (64). Ekstraseluler PPi, Pi‘nin kalsiyum
ile kristal formu almasini (HA olusumu) ve HA’nin buylmesini, yayllmasini
inhibe eden anahtar duzenleyicidir (36). PPi hucrelerde birgok metabolik
surecin ek Urunu olarak meydana gelir (6rn hicre igcinde ATP den AMP
olusumunda acgiga c¢ikar). Bu nedenle birgok dokuda hucre igi, hicre disi ve
plazmada bulunur (64). Ekstrasellller ve plazmada PPi'nin énemli miktarda
bulunmasi, vucutta gelisi glzel kalsifikasyonun olusumunu engeller.
Vicudumuzda sadece PPi'nin pargalandi§yi ve konsantrasyonun

ayarlanabildigi kemik, dis ve kikirdak dokularda mineralizasyon gelisir. Bu
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durum mineralizasyonun niye sadece kemik ve benzeri dokularda olabildigini
aciklamaktadir.

Ekstraselller PPi, Pi‘nin kalsiyum ile kristal formu almasini bdylece
HA olusumunu inhibe eder (64). PPi'nin olmadidi ya da uUretilemedigi
durumlarda mineralizasyon kontrolsuz bir sekilde olugacak ve beklenildigi gibi
yaygin ektopik kalsifikasyonlar meydana gelecektir. Tersi bir durumda ise
PPi’nin yikilamadigi ya da c¢ok ylksek duzeylere ulastiginda yeterli
mineralizasyon saglanamayacaktir (54).

Kemik dokuda hucre digi PPi konsatrasyonunu saglayan iki onemli
protein  vardir. Bunlardan birincisi  “Nucleotide  pyrophosphatase
phosphodiesterase 1" (NPP1)dir. NPP1 bir glikoprotein olup plazma
membraninda yer alan ektoenzimdir. Gorevi ekstraselller nikleotidlerinin
pirofosfata hidrolizidir. Bu enzimi eksprese edemeyen fare modellerinde PPi
duzeylerin disuk oldugu ve ektopik kalsifikasyonlar gelistigi goralmustir (66).
Ayni sekilde insanlarda NPP1 geninde delesyonlarin neden oldugu hastaliklar
tanimlanmistir. Bu hastaliklardan en dikkat gekeni “infantil Jeneralize Arterial
Kalsifikasyon” olup mortalitesi oldukga yuksektir. Ginumuizde bu hastalar bir
pirofosfat analogu olan bifosfonatlar ile tedavi edilmektedirler (67). Diger PPi
sagkayici ise “Progresif ankylosis protein (ank)” proteinidir. Bu protein hicre
membraninda yer alir. Hucre icinde olusan PPi'nin hlucre disina taginmasini
saglar. Ank geninde delesyon olusturulmus fare modellerinde ektopik
kalsifikasyon, eklemlerde kalsifikasyon ve anklizon gézlenmistir (65,68). Bu iki
protein disinda ekstraselller alanda PPi konsantrasyonunu azaltan diger bir
protein ise Dokuya Spesifik Olamayan Alkali Fosfataz (TNSALP)'dir.

[II.LA.f. TNSALP ve mineralizasyon

Alkali fosfataz (ALP) membrana bagli bir ektoenzimdir. Yiksek PH'da
monofosfat esterlerini hidrolize eder. insan ALP’si TNSALP, intestinal,
plasenta, germ hiicre olmak Uzere dort gesittir. TNSALP karaciger, bobrek ve
kemik gibi birgcok dokuda eksprese edilmekte olup kemik formasyonundan
sorumlu cesididir (69). TNSALP 6zellikle osteoblast, hipertrofik kondrosit ve
odontoblastlarin  hlicre = membranlarinda ve  matriks  vezikuillerin

membranlarinda eksprese edilir. TNSALP’nin dogdal substratlari PPi, pridoksal

16



5-fosfat (PLP) ve beklide ATP ve fosfotetonalamindir. TNSALP,
mineralizasyon surecinde PPi hidrolize ederek serbest Pi agiga cikartir.
Sonugta bir mineralizasyon inhibitéri olan PPi azalmis olur ve ayrica HA’nin
bir bilesimi olan Pi konsantrasyonun artisi gergeklesir. Bu reaksiyon yeterli
mineralizasyonun saglanmasinda Ozellikle matriksde HA formasyonun
blayuyup, yayllmasin da etkilidir (51,70).

PLP, B6 vitaminin aktif bir formudur ve bu bilesik néronal hicrelerin
ndrotransmitter olusum reaksiyonlarinda bir kofaktéridir. PLP hlicre ve kan
beyin bariyerini gecemez. Bu nedenle Oncelikle TNSALP tarafindan
defosforile edilmesi gerekir. Hicre membranini PL olarak gecer ve tekrar
fosforillenerek PLP olusur ve bu form ndrotransmitter sentezlenmesinde
gbrev alir (71).

TNSALP aktivitesinin levamizol ile baskilanmasi mineralizasyonuda
baskiladigi in-vitro c¢aligmalarda gosterilmistir (72). TNSALP’nin  kemik
mineralizasyonundaki  etkinligi ALP gen defekti sonucu olusan
hipofosfatazyali hastalarda ve transgenetik fare modellerinde de gdsterilmistir
(73,74).

IV. Levamizoliin Mineralizasyon Uzerine Olasi Etkileri

Levamizol, gunumuizde veteriner hekimlikte antihelmitik olarak
kullaniimaktadir (75). Gec¢mis yillarda insanlarda kullaniimig olup yan
etkilerinden (agranulositoz, cilt nekrozlari) dolayr guniumuzde insanlarda rutin
bir uygulama alani yoktur (76,77). Bununla birlikte 6zellikle antiproliferatif
etkisinden dolayi, kolan kanserinde 5-FU ile birlikte tedavide kullaniimasina
yonelik arastirmalar yapiimaktadir (78). Ayrica immunmodulator etkilerine
yonelik calismalar da olup 6zellikle nefrotik sendromlu ¢ocuklarin tedavisinde
denenmis ve arastirilmistir (79).

Yaklagik 40 yili askin bir sdredir levamizolin TNSALP (zerine
inhibitor etkisi oldugu bilinmektedir (80). Bu etkiyi doza bagimli, substrattan
badimsiz, geri-donusimlu olarak gostermekte ve nonkompetitif inhibisyon

yapmaktadir (81). Levamizol ve steoroizomeri tetramizolin mineralizasyon
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surecinde yer alan TNSALP‘nin etkisinin ortaya cikariimasinda ve boylece
mineralizasyonu daha iyi anlamamiza olanak vermis bilesikler olduklarini
sdylemek yanlis olmaz. Beklide bu bilesikleri bilmemiz ve arastirmalarda
yaygin kullanmamiz glinimuizde TNSALP’den daha ¢ok sb6z etmemiz ve
etkilerine daha hakim olmamizi saglamigtir.

Glniumizde PPI'nin TNSALP igin 6nemli bir substrat oldugunu
bilmekteyiz. PPi’'nin hidrolizi mineralizasyon igin gerekli olan Pi icin énemli bir
kaynaktir. Ancak hlcre kultir ortamlarinda TNSALP substrati olarak B-GP
kullaniimakta olup bu bilesik in-vivo PPi'nin yerini tutmayabilir. PPi eklenmig
hacre kaltarlerinde ise TNSALP aktivitesi ve gen ekspresyonu azaldigi bagka
calismalarla da gosterilmigtir. Adisson ark. c¢alismasinda PPi'nin direkt
baylyen HA kristallerine baglanarak, OPN ekspresyonunu artirarak ve
TNSALP aktivitesini azaltarak mineralizasyonu baskiladigi en az 4¢ muhtemel
yol tarif edilmektedir (64).

Osteoblast hucre kiltir, calismalarinda TNSALP substrati olarak
“beta-gliserofosfat” (B-GP) kullaniimaktadir. Levamizol bu hiicre kiltirlerinde
TNSALP aktivitesinde azalma ve B-GP aracilikh mineralizasyonda
baskilanma meydan getirmektedir (64,82). Orimo ve ark.’nin galismasinda B-
GP’nin mineralizasyonu uyaran bir etkisi oldugunu godstermiglerdir. Yine bu
¢calismada levamizol uygulanmasi ile TNSALP aktivitesi ile birlikte “TNSALP
MRNA” ekspresyonu da azalmistir (44). Arastirmacilar bu sonuca B-GP’nin
TNSALP hidrolizi sonucu olusan Urlnlerinin mRNA ekspresyonun da etkili
olabilecegini dusinmektedirler. B-GP, TNSALP ile hidrolizi ile Pi ve gliserol
acgiga cikar. Bu Urunlerden gliserolin mineralizasyon ve ALP Uzerine etkisi
g6zlenmemigtir. Pi, gerek HA formasyonunu kolaylastirmakta gerekse hentiz
bilemedigimiz bir yoldan TNSALP ekspresyonunu artirmaktadir. iste bu etkiler
kaltar ortamina levamizol eklenmesi ile gergeklesmemektedir. TNSALP’de
levamizol dozuna bagli olarak tam inhibisyon saglanabilmektedir. Bununla
birlikte levamizol ortama eklenmesi AMP hidrolizini de bloke etmektedir.
Ancak ATP eklenmesi ile gerceklesen mineralizasyon surecini (ATP aracilikli
mineralizasyon) etkilememesi (ya da kismi etkilemesi) TNSALP’nin

mineralizasyonda oynadigi roli tek basina gergeklestirmedigini
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gostermektedir (51,83). TNSALP’ye benzer etki eden en az iki fosfataz daha
vardir ve bu fosfatazlara levamizol etki etmemektedir (82,84,85). Burada diger
fosfatazlarin ézellikleri ve fonksiyonlari tartisilmayacaktir.

Tavuk embriyolarindan elde edilen kondrositlerden hazirlanan kultur
ortaminda levamizolin tip X kollajen sentezini ve bu kollajen aracilkli
mineralizasyonu azalttigi gosterilmistir. Ayrica Tip X kollajen mRNA
ekspresyonuda azaldigi ifade edilmistir (86).

Levamizol mineralizasyon Uzerine etkilerini inceleyen hucre kultur
calismalari ¢ok sayida olsada invivo ¢alismalar sinirhidir. Bunun énemli bir
nedeni invitro benzeri etki géormek icin invivo toksik dozda levamizole ihtiyag
olacagi olabilir (77). Garba ve ark.’nin levamizolin 1,25(0OH)2D3 aracilikli
mineralizasyona etkisini inceledikleri invivo ¢alismada disik doz (40 mg/kg)
ve yuksek doz (80 mg/kg) tedavi uygulamiglardir. Bu gruplarda tarti ve
baylmede farkhlik bulunmadigini bildirmiglerdir. Duslk doz levamizolun
serum ALP dizeyini %18,4 ve yuksek doz levamizolin %61,3 oraninda
azaltugini  saptamiglardir. Ayrica ALP’nin  mineralizasyon hizina etki
edebilmesi igin en azindan %50 baskilanmasi gerektigi sonucuna
ulasiimiglardir. Ayrica bu ¢alismada doza badli olarak endosteal yuzeyde
osteoid kalinliktaki azalma mineralizasyon hizindan daha belirgin olmustur.
Serum degerleri incelendiginde ALP disinda, serum fosforun doz gruplarina
gore sirayla %14,5 ve %22,8 azaldigi ancak kalsiyum degerlerinin ise
degismedigi gorulmustur. Serum PPi duzeyi c¢alisilmamistir. Bu calisma
levamizolin invivo serum biyokimyasi ve kemik histomorfometresinin
incelendigi tek calismadir (77). Ozetle PPi diizeyinin mineralizasyon igin kritik
bir parametre oldugu dusunullirse bu duzeyi artiracak levamizol aracilikl
TNSALP inhibisyonu mineralizasyonu baskilamaktadir. Ayrica osteoid doku
sentezi ve kollajen sentezlerinide etkiledigi sGylenebilir. Ancak bu ilacin invivo

etkileri konusunda yeterli galigmalar yoktur.
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V. Fosfonoformik Asitin Mineralizasyon Uzerine Etkileri

Fosfonoformik asid ya da diger bilinen ismi ile foscarnet bir PPIi
analogudur. Bu bilesik viral DNA polimeraz, RNA polimeraz ve reverse
transkriptaz gibi enzimleri inhibe edici ajan olarak kesfedilmis ve
kullaniimaktadir. Gunumuzde Herpes virus hastaliklarinda (ilaca direngli
sitolomegalovirlis(CMV), herpes simleks tipl ve tip2), CMV retinitis ve HiV
tedavisinde yer almaktadir (87,88). GUnumuz tibbinda yaygin kullanilan ve
etkileri daha ¢ok incelenmis “Bifosfonatlarda” bir PPi analogudur. Bifosfonatlar
“P-C-P” bilesigi icermesine karsin foscarnet sadece monofosfat bilesigi olarak
“C-P” igerir (89). Foscarnet, bifosfonatlar gibi kemiklerde birikim
gOstermektedirler (89). Ancak foscarnetin invivo olarak kemik Uzerine etkisi
aydinlatiimis degildir. Bununla birlikte Swenson ve ark.’nin kedilere 14 gun
boyunca uyguladilaklar yliksek doz (1000 mg/kg/gun ) foscarnetin etkilerini
inceledikleri calisma, foscarnetin invivo toksik etkilerinin tespiti agisindan
dikkat cekicidir. Bu g¢alismada foscarnetin rikets benzeri degisiliklere neden
oldugunu ve yeni mineralizasyon alanlarinin gelismedigini saptamiglardir (89).
Ozetle aktif mineralizasyon ve “calcein” tutulumu (kemigi isaretlemek ve
mineralizasyon hizini hesaplamak igin kullanilan HA'ya afinitisi olan
isaretleyici madde) tamamen durmustur. Ayrica osteoklastlarin sayilarinda
artis gormuslerdir. Ancak bu osteoklastlarin aktivitelerini dlgememiglerdir.
Serum degisikliklerinde ise tedavi gruplarinda kalsiyumun yukseldigi, fosfor ve
ALP degerlerinin azaldigini saptamiglardir. ALP dedgerlerindeki azalmayi
osteoblast aktivitesinde azalmaya veya foscarnetin direkt osteoblasta toksik
etkisine baglamislardir. Ratlarda bifosfonatlar ile yapilmis galismalarda elde
edilen serum ve histomorfometrik inceleme sonuglari ile ¢ogunlukla benzer
sonuglar saptanmigtir  (90). Bununla birlikte bifosfonat grubunda
mineralizasyon alanlarinda artis saptanirken (rezorbsiyonda daha belirgin
azalmasinin etkisi) foscarnet ¢alismasinda mineralizasyon tamamen
durmustur (89). Ozetle, PFA mineralizasyonu bifosfonatlara gére daha giicli
durdurmaktadir. Osteoblast yluzeyinde ve matriks vezikullerinin yuzeyinde Na

bagiml fosfor kanallari yer almaktadir. Bu kanallar “vezikdl igi Pi” miktarinin
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artmasina ve Ca-Pi amorf yapilarini ve daha sonrada HA gelisimi Uzerinde
etkilidirler (91,92). Foscarnet bir non-selektif NaPi kotransport blokeridir.
Hucre kultlrlerinde NaPi kanallarinin bloke edilmesi icin foscarnet kullanilir.
Kaltdr ortaminda 1mM dozda kullanilan foscarnet, Pi transportunu yaklasik
%75 oraninda azaltmistir (49). Baska bir calismada, kiltur ortamina Pi
aracilikli mineralizasyon incelenmis ve foscarnet mineralizasyon gelisimini
belirgin baskilamigtir. Ayni ortamda TNSALP eksprasyonu ve aktivitesinde
anlaml bir degisiklik olusmamistir Bu calismada foscarnet, gerek B-GP
aracilikli gerekse Pi aracilikli mineralizasyonu baskiladigi ancak TNSALP’yi
baskilamadigi gosterilmistir (51).

Vaskdler kalsifikasyon ateroskleroz gelisiminde énemli olup diyabet
ve Uremik hastalarda ciddi problemlere neden olmaktadir (35,46). Ozellikle
vaskuler kalsifikasyon kronik bobrek yetersizliginde o6nemli bir mortalite
nedenidir. Bu kalsifikasyon surecine ait invitro ¢alismalarda vaskuler duz kas
hicre modelleri kullanilir. Bu hicre kultir ortamina ytksek Pi eklendiginde
diz kas hicrelerinde osteojenik degisiklikler olmakta ve bu slreg
kalsifikasyon ile sonlanmaktadir. Yuksek fosfor igeren kuiltur ortamina
foscarnet eklenmesi, bu kas hucrelerindeki degisikligi ve kalsifikasyonu inhibe
etmektedir (35). Bu sonug vaskuler kalsifikasyonda, duz kas hucresi igerisine
Pi akisinin énemli bir mekanizma oldugunu, bu Pi akisinda NaPi kanallarinin
onemli bir rolu oldugunu ve bu etkilerin foscarnet ile ortadan kaldirilabildigini

gOstermektedir.

VI. Mikrotomografi

Mikrotomografi herhangi bir objeden mikron (mikrometre) (1/1000
mm) dizeyinde kesitler alinmasini ve uygun programlar araciligl ile Ug
boyutlu modelleme vyapilmasini ve objenin igerisinin goruntilenmesini
saglayan gelismis bir X-ray tomografi cihazidir (93). Mikrotomografi bu islemi
yaparken objede herhangi bir destruksiyon yapmaz ve bu materyal daha

baska incelemeler (6rn histolojik incelemeler) i¢in rahatlikla kullanilabilir (94).
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Sekil-5: Gelismis Mikron ya da mikron alti ¢dzUndrlikte tarama yapan bir
mikrotomografi cihazi.

Rutin radyoloji teknikleri olan “X-ray direkt grafileri” ve “DXA (dual
energy X-ray absorbtiometry)” kemik hastaliklarin degerlendiriimesinde
cogunlukla kullaniimaktadir. Direkt grafilerin ¢ozunlrlGginin distk olmasi ve
sadece buyuk boyutlu makroskopik lezyon ya da degisiklikleri gostermesi
nedeniyle daha ylksek ¢ozunuarluklt gorantulemeler gelistirilmistir.

Mikrotomografinin ~ calisma  sekli  bilgisayar  tomografilerine
benzemektedir (Sekil-6). Bir X isini kaynadi ve bu kaynaktan c¢ikaran isin
ornekten geger. Daha sonra bu isinlari toplayan bir dedektor ve elde edilen
goOruntlleri yapilandiran bir elektronik devre vardir Temel olarak iki tip
mikrotomografi vardir. Bunlardan birincisi incelenecek canli ya da 6rnegin
sabit durdugu ancak kaynak ve dedektorin ornek etrafinda dondugu tip
mikrotomografi cihazlaridir (Sekil-7a). Bu c¢esit tomografiler canli hayvan
incelemelerinde kullanilirlar. ikinci tip mikrotomografide dedektér ve kaynak
sabittir ancak incelenecek 6rnek rotasyon yapar. Bu incelemede genelde ex-
vivo ornekler incelenir ve daha yuksek ¢ozunurlikte gorUntller saglanabilir
(94) (Sekil-7b).

Dokudan ne kadar ince kesitler alinirsa o dokunun yapisini ve
degisikliklerini daha dogru analizi mumkin olacaktir. Buradan hareketle ilk
kez 1980 yilinda, Jim Elliott tarafindan mikrotomografi yapiimis ve 50 mikron
kalinlikta kesitlerle bir salyangoz incelenmistir (95). Ginimuizde gogunlukla
kullanilan tibbi bilgisayar tomografisi yaklasik 1-2 mm kalinlikta kesitler alarak
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dokunun ya da materyalin incelenmesini saglamaktadir. Yuksek ¢ozunurluklt
bir medikal bilgisayar tomografi cihazinin 1 mm’lik bir dizeyde aldigi tek bir
kesite ragmen, bir mikrotomografi cihazi bu alandan yaklasik 1000 kesit
alabilir ve incelenmesini saglayabilir (96). Bu nedenle glinimuzde preklinik
alaninda kuguk hayvan ve dokularin goruntulenmesinde kullaniimaktadir.
Mikrotomogarfi iyi bir rezolisyon saglasa da yumusak doku ¢ozunurlGgu iyi
degildir. Bu nedenle yiksek kontrast veren dokularda 6zellikle kemik ve dis
incelemelerinde yaygin kullaniimaktadir. Ancak yumusak dokuda dagilarak
kontrast saglayan ajanlarin kullanima girmesi ile yumugak doku taramalari da
artik yapilabilmektedir (94). Kemik incelemelerinde mikromografi hacimsel
kemik mineral yogunlugu olgimu saglamaktadir. Bu olgimde kemigin korteks
ve trabekller yapilarinin ayri ayri incelenmesi ve U¢ boyutlu olarak mineral

yogunluklarin hesaplanmasi saglanabilmektedir (97).
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Sekil-6: Mikrotomografinin galisma prensibi (94).
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Sekil-7: Mikrotomografilerin temel olarak iki sekilde calisma prensibi
vardir (94).
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Sekil-8: Calismamizdan elde edilmis bir trabekuler kemik 3D
goruntusu.

24



GEREG VE YONTEM

l. Gereg

Calismamiz Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’'ndan 01.07.2014 basvuru tarihli 2014-10/01 karar numarali izni ile
Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari Yetistirme Uygulama ve
Arastirma Merkezinde gercgeklestiriimigtir. Calismamizda agirliklari 20 gr
civarinda 21 adet 3 aylik erkek Balb/c tiru fare kullanilmigtir. Fareler 21-24°C
oda sicakliginda 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik foto periyodunda,
polikarbon yapil fare kafeslerinde 4’lU gruplar halinde, %18-20 protein i¢ceren
pelet fare yemi ve su ile “ad libitum” olacak sekilde beslenerek muhafaza
edilmigtir. Hayvanlarin bakimi, terminasyon ve kan alma islemleri ve bu
islemler icin kullanilan anestezi protokold Uluslarararasi Saglik Enstitisi’nin
Laboratuvar Hayvanlarini Koruma ve Kullanma Rehberindeki énergelere goére
yapimistir (98).

Bu calismada etkileri incelenen kimyasal bilesiklerden birincisi
Levamisole hydrochloride [(=)-Tetramisole hydrochloride] (Sigma L9756,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) olmustur (Sekil-9). Uygun doz (yasamsal
fonksiyonlari etkilemiyecek yiuksek doz) igin 6n calisma yapiimistir. Bu doz 25
mg/kg/gun intraperitoneal (ip) seklinde uygulanmasi planlanmistir. Levamizol,
10 mg/ml olacak sekilde %0,9 NaCl (Biosel ilac San. Ve Tic. A.S. , Beykoz,
istanbul) ile sulandiriimistir. Her bir fareye tartisina goére doz ayarlanmasi
yapilmig ve insulin enjektorleri ile ip olarak gunluk tedavi uygulanmistir. Her
ilag u¢ gunde bir yeniden hazirlanmis ve bu hazirlanan miktar 4°C derecede
muhafaza edilmigtir.

Sodium phosphonoformate tribasic hexahydrate (Foscarnet)
(Sigma-P6801, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) c¢alismda kullanilan diger
bir kimyasaldir ($ekil-9). Fare dozlari 150 mg/kg/gun olup ip olarak
uygulanmigtir. Foscarnet, 60 mg/ml olacak sekilde %0,9 NaCl (Biosel ilac

San. ve Tic. A.S., Beykoz, istanbul) ile sulandiriimistir. Her bir fareye tartisina
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gbre doz ayarlanmasi yapilmis ve insulin enjektord araciligiyla uUnite
hacimlerinde ip olarak gunluk verilmistir Her ilag U¢ gunde bir yeniden
hazirlanmis ve bu hazirlanan miktar oda isisinda muhafaza edilmistir.

ilaglarin hazirlanmasinda 0,0001 gr hassasiyette hassas terazi
(Radwag AS 220 Analitik Terazi Hassasiyet, Radom, Polanya) kullaniimigtir
(Sekil-9). Kan alma anestezi islemleri Uludag Universitesi Deney Hayvanlari
Laboratuvarr’ndaki cerrahi malzemeler kullanilarak yapilmistir.
Mikrotomografi islemleri Bruker Skyscan 1172 (Skyscan Ltd, Kontich,
Belgika) marka ve model mikrotomografi cihazi ile Sabanci Universitesi
Nanoteknoloji  Aragtirma ve  Uygulama  Merkezinde (SUNUM)
gergeklestiriimistir.

Sekil-9: Calismada kullanilan ilaglar ve hassas terazi.

[l. YOntem

Calisma baslangicinda her bir grupta 7 fare olacak sekilde 3 grup
olusturulmustur (Sekil-10).

1. grup: kontrol grubu (serum fizyolojik, ip olarak uygulandi) (7 fare).

2. grup: foscarnet grubu (0,15 gr/kg foscarnet ip olarak uygulandi) (7
fare).

3. grup: levamizol grubu (25 mg/kg levamizol ip olarak uygulandi) (7

fare).
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Sekil-10: Fare gruplarindan genel bir gértnta.

lla¢g dozlar farelere her sabah saat 10:00'da ip yoldan uygulandi.
Farelere toplam 21 gin tedavi uygulandi. Tedavi baslangicinda ve haftalik
tartilari olgtldi ve kaydedildi. Tedavinin 22. gtnidnde, 8 saatlik aglik sonrasi
“Izofuloran” anestezisi altinda 2 mllik enjektor ile intrakardiyak ponksiyon
uygulandi. Farelerden yaklasik 500-800 mikrolitre kan o6rnegi alindi ve
servikal dislokasyon ile terminasyonlari gerceklestirildi (Sekil-11). Sakrifiye
edilen farelerin sag tibialari ¢ikartildi ve daha sonra mikrotomografi iglemi igin
uygun hazirliklar yapildi.

Il.LA. Biyokimyasal Analizler

Alinan kan Orneklerinden serum kalsiyum, fosfor dizeyleri
spektrofotometrik  end-point  ydntemiyle, serum  ALP  duzeyleri
spektrofotometrik  kinetik  yontemiyle Uludag Universitesi Merkez

Laboratuvarinda tam otomatik biyokimya analizatorlerde ¢aligiimistir.
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Sekil-11: inhalasyon anestezi cihazi, anestezi dénemi ve intrakardiyak
ponksiyon iglemi.

I.B. Mikrotomografi igin On Hazirliklar

Alnan tibialar deri, yumugak doku ve kas tabakalari temizlenerek
serum fizyolojik ile 1glatiimis gazli bezlere sarilarak, Eppendorf tuplerine
yerlestirilmistir. Numaralandirilan 6rnekler Mikrotomografi islemine kadar -
20°C derecede muhafaza edilmistir.

II.C. Mikrotomografi ile Tarama ve Analiz Yontemi

Calismada Bruker Skyscan 1172 marka ve model mikrotomografi
kullaniimistir. Gorintiler 4000x2672 piksel boyutundaki projeksiyonlardan
2.98 uym c¢ozunurlulikte elde edilmistir. Numunelerin goruntd alaninin disina
¢ikmamalari igin numunelerin uzun eksenleri, kendi ekseninde 180°
dondurulen numune tutucunun uzun eksenleri ile mimkin oldugunca
cakistirlimistir. Gorintiler 11 MP dijital dedektorden 8,75 um fiziksel piksel
boyutu ile elde edilmistir. Cihaz, 86 kV, 116 pA enerji ayarlariyla ¢alistiriimis
ve cihaza 0,5 mm aliminyum filtre yerlestirilmistir. Filtre 1sin sertlesmesi
denilen etkiyi azaltmak adina yuksek enerijili fotonlari kullanip, disuk enerijili
olanlari filtrelemek icin kullaniimaktadir. Halka yapaylidi denilen sorunu
bertaraf etmek ve sinyal/gUrilti oranini artirmak adina ¢ekimden &nce
hizalama prosediri ve yassi alan detektor kalibrasyonu yapilmistir. 180°
dondirilen numunelerden her 1°de 2000 ms poz slresi ile x-i1gini
projeksiyon gorunttsu alinmistir. Her bir 6rnek igin goérunttleme stresi 40-50
dakika olmustur. TMD ve BMD icin 0.25 ve 0.75 gr/cm3 hidroksiapatit
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yogunluguna sahip fantom kullaniimistir. Elde edilen projeksiyon goruntileri
NRecon isimli bir yazilimla yeniden olusturulmus ve kesitler elde edilmigtir.
Kesit goruntileri optimize etme adina "hizalama sonrasi algortimasi”, "Kernel
Gaussian (2 px) yumusatma filtresi", "halka yapaylhdi dizeltme algoritmasi",
"1sIn sertlesmesi duzeltme algortimasi" kullaniimistir. Hidroksiapatit fantomlar
kullanilarak kalibrasyon yapilmis ve “Bone mineral density” (BMD) ve “Tissue
mineral density” (TMD) dlgumleri gergeklestirilmistir (Sekil-12).

Sekil-12: Mikromografi icin hazirlanan kemik (tibia) (a), kemik 6rneklerinin
tutturucuya eklenmesi (b), cihaz igerisine yerlestiriimis kemik ve tutturucu (c)
ve mikrotomografi cihazindan gorunta (d).

II.G. Mikrotomografi incelemelerin Yapilacagi Alanlarin

Bulunmasi

Tibia 6rneklerinden elde edilen goérintulerin veri analizleri her kemigin
benzeri alanlarindan yapilmasi gerekir. Goruntt analizleri igin dogru alanlarin
bulunmasi igin blyume plaginin distal ucu “baslangi¢ noktasi” olarak

belilenmigtir. Goruntld kesitlerinde blyume pladinin bitti§i son kesitten
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baglanarak distale 97 goruntu kesiti (0,29 mm) inilerek incelenecek trabekuler
alanin proksimal ucu bulunmustur. Bu noktadan distale 503 goruntu kesiti (1,5
mm) daha inilerek trabekller alanin distal ucu bulunmustur. Bu iki ug
arasindaki alandan trabekuler morfometri ve mineral yogunlugu analizleri
yapilmistir (Sekil-13). Kortikal kemik analizleri igin kemigin diyafizi segilmigtir.
Her kemikte ayni kortikal alanlarin analizi igin trabekuler alt kesitten 764 kesit
(2,21 mm) daha inilerek kortikal alanin Ust kesidine ulasiimis bu noktadan
asaglya 308 kesitlik alan (0,4 mm) kortikal analizler i¢in kullanilmistir (Sekil-
13).

BlyUme plag
s Trabecular ust kesit
1.5 mm

Trabecular alt kesit
221 mm

Cortical Uist kesit
0.4 mm }

Cortical alt kesit

Sekil-13: Mikrotomografi ile kortikal ve trabekuler analizlerin yapildigi
alanlar.

II.D. istatistiksel Metot

Verilerin istatistiksel analizi SPSS16.0 (SPPS Inc. California, IL, USA)
istatistik paket programinda yapilmigtir. Veriler ortalamazstandart sapma
seklinde belirtildi. Her bir gruptaki degiskenlerin normallik testleri Kolmogorov
Smirnov testleri ile yapildi. Verilerin dagiliminin normal dagihma uygun

oldugu gériildii. Ug gruptaki verilerin ortalamalarinin karsilastiriimasi icin “Tek
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yonlid ANOVA™ kullanildi. ANOVA testinde anlamlik saptanan gruplarda
“TUKEY HSD post hoc” analizleri yapildi. Anlamhlik dizeyi p=0,05 olarak
kabul edilmistir.
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BULGULAR

Bu calismada levamizol ve fosfonoformik asidin serum ALP,
kalsiyum, fosfor duzeylerine etkisi ve kemik mikroyapisi ve mineral

yogunlugunda meydana getirebilecekleri degdisiklikler incelenmistir.

|. Biyokimyasal Sonuglar

I.A. Serum Kalsiyum Duizeyleri

Ortalama kalsiyum degeri foscarnet grubunda 9+0,39 mg/dl, kontrol
grubunda 8,61£0,22 mg/dl ve levamizol grubunun 8,70+0,43 mg/dl olarak
bulundu (Sekil-14). Her ne kadar kalsiyum degerleri foscarnet grubunda daha
yuksek bulunsa da aradaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli duzeylerde
degildi (p>0,05) (Tablo-1).

10

Serum Kalsiyum mg/dl
ca

kontrol foscarnet levamizol

Sekil-14: Gruplarin ortalama serum kalsiyum degerleri.

I.B. Serum Fosfor Diizeyleri

Ortalama fosfor deg@erleri foscarnet grubunda 9,6+3,1 mg/dl, kontrol
grubunda 5,2+1,2 mg/dl, levamizol grubunda ise ortalama fosfor degeri
6,9+2,4 mg/dl saptanmistir. Foscarnet grubunun fosfor degerleri kontrol
grubuna goére anlamli olarak artmistir (p=0,009). Levamizol grubunun

ortalama fosfor degeri kontrol grubuna goére anlamh bir degisim
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gOstermemistir (p=0,415). Ayrica foscarnet ve levamizol gruplari arasinda da

anlamli bir farkhlik bulunmamigtir (Sekil-15) (Tablo-1).

12

10

8

Serum Fosfor mg/d|

kontrol

foscarnet

levamizol

Sekil-15: Gruplarin ortalama fosfor duzeyleri ( *: kontrol grubu ile farkliligi

p=0,000).

|.C. Serum ALP Duzeyleri

Foskarnet grubunun serum ALP ortalama degeri 103,85+17,4 IU/L
kontrol grubunda 65,42+5,5 IU/L ve Levamizol grubunda ise 84,5+25,3 |U/L

olarak saptandi. Foscarnet grubunun ortalama ALP degeri, kontrol grubunun

ortalama ALP degerinden anlaml olarak yuksek oldugu goéruldu (p=0,003).
Levamizol grubundaki artig anlamli bulunmadi (p=0,155) (Sekil-16) (Tablo-1).
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Sekil-16: Gruplarin ortalama ALP duzeyleri ( * : kontrol grubu ile farkliligi

p=0,003).
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Tablo-1: Gruplarin ortalama biyokimyasal sonuglari (* : kontrol grubu ile

farkhligi <p:0,05), (standart sapma).

Kalsiyum Fosfor ALP
Kontrol 8,6 (0,22) 52 (1,2) 65,42 (5,5)
Foscarnet 9 (0,39) 9,6 (3,1)* 103,85 (17,4)*
Levamizol 8,7 (0,43) 6,9 (2,4) 84,5 (25,3)

Il. Direkt Grafiler

Deney hayvanlarin tedavi bitiminde, kan oOrnekleri aliminin hemen
akabinde direkt X-ray grafileri ¢cekilmistir. Bu goéruntllerde makroskopik bir

mineralizasyon defekti gozlenmemistir (Sekil-17).

lll. Mikrotomografi Analiz Sonuglari

Mikrotomografi ile elde edilen goéruntilerin yapilandiriimasi ve
analizleri Nigde Universitesi Jeoloji Mihendisligi Bélimi'nden Dog Dr.Orkun
Ersoy’'un destegi ile yuksek kapasiteli bilgisayarda gortntiu rekonstriksiyonu
NRecon (version 1,6; Skyscan) ve ileri analizler CTAn (version 1.11; Bruker-
microCT) yazilim paketi kullanilarak yapildi. Onsekiz adet tibianin taranmasi,
yapilandiriimasi stirecinde yaklasik 150 GB veri elde edildi.

lll.A. Trabekiiler Parametrelerin analiz sonuglari

Trabekdler parametreler (“percent bone volume”, Trabecular pattern
factor, Structure model index, Trabecular thickness, Trabecular number,
Trabecular separation, Tissue volume(TV), Bone volume (BV), Bone surface,
Bone surface / volume ratio, Bone surface density) ve trabekuler kemik
mineral yogunlugu (BMD) olmak Uzere toplam 12 parametre degerlendirildi.

Bu degerlendirmelerde uygulanan tedavi sonrasi kemik trabekuler
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morfometresinde ve kemik mineral dansitesinde anlamhl bir degisiklik
bulunmadi. Asagida elde edilen bazi trabekuler parametrelerin (Sekil-19) ve

BMD ($ekil-18) sonuglarin grafiksel gésterimi vardir.

Sekil-17: Farelerin direkt grafileri.
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Sekil 18: Trabekdler alan kemik mineral yogunlugu.
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Sekil-19: Trabekller parametrelerinde BV/TV, Trabekller kalinlik,
TrabekuUler sayl ve BS/TV oranlari.

I11.B. Kortikal Parametrelerin Analiz Sonuglari

Kortikal kemik morfometrik parameterleri olarak “Cortical Thickness
(3D), Cortical endosteal perimeter, Cortical crossectional area, Cortical
periosteal perimeter, Cross sectional thickness, Total porosity” ve kortikal
doku mineral yogunlugu (TMD) olmak Uzere toplam 7 parametre
degerlendirilmistir. Bu degerlendirmelerde uygulanan tedaviler sonrasi kemik
kortikal yapilarinda degisiklik gozlenmistir. Bu degisimlerden sadece
foscarnet grubunda endosteal perimeter uzunlugunda anlamli bir artis
saptanmistir (p=0,002). Diger parametrelerde gruplar arasi karsilastirmalarda
istatistiksel olarak anlamli bir degisim saptanmadi (Sekil-20) (Sekil-21).
Asagida elde edilen gruplara ait bazi kemiklerin 3D 6rnek goérUntlleri yer
almaktadir (Sekil-22).
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Sekil-20: Gruplardan elde edilen ortalama “Endosteal perimetre”
uzunluklari ( * : kontrol grubu ile farkhihd p=0,002).
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Sekil-21: Gruplardan elde edilen periosteal perimetre uzunluklari,
kortikal kalinlk, kortikal total porosite ve kortikal kemik yogunlugu

(TMD) ortalamalari gosterilmistir.
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Sekil-22: Kontrol grubuna ait kortikal kemik 3D goruntusu.

Sekil-23: Foscarnet grubuna ait kortikal kemik 3D gorunta.

Sekil-24:Levamizol grubuna ait kortikal 3D goéruntd.
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TARTISMA VE SONUG

Kemik birden ¢ok faktdrtin (enzimler, sitokinler, interldkinler, hlcreler,
proteinler, hormonlar) uyumlu bir sekilde ¢alistigi kompleks bir mineralizasyon
surecini igerir. Bu sure¢ uzun vyillardir ilgi cekmekte ve populer bir arastirma
konusudur. Gunumuz kemik hastaliklarinin arastiriimasinda 6zellikle hticre
kaltarleri yaygin kullaniimaktadir (99). Bununla birlikte invitro calismalari her
zaman invivo etkileri birebir yansitamayacagi igin transgenetik ya da knock
out fare modelleri olusturulmustur (100,101). Herhangi bir hastalik modeli ya
da istenilen degisikligin (fonksiyon kazandiran ya da kaybettiren)
olusturuldugu bu fare modellerinde, arastiriimak istenilen hastalik ya da
degisikligin fizyopatolojisi, histopatolojisi ve mekanizmalari daha ayrintili
ortaya konabilmektedir (102).

Bu calismada levamizol ve foscarnetin kemik mikromimarisine ve
kemik mineral yogunluguna etkilerini incelemeyi hedefledik. Bu ¢alisma bu iki
maddenin uzun donemli invivo etkilerini mikrotomografi ile ortaya koyan ilk
calismadir.

Levamizol bir TNSALP inhibitéru olarak hicre kaltir modellerinde
kullanilagelmis olup, halen mineralizasyon surecinin arastinlldigi kaltir
calismalarda bir TNSALP inhibitérG olarak yaygin kullaniimaktadir
(51,64,72,82). Mineralizasyon surecinin gergeklesebilmesi i¢in organik bir
matriks olusturulmasi ve daha sonra mineral hammaddelerin ¢dkmesinin
saglanmasi gerekmektedir. Ancak bu organik matiksin mineralizasyonu
ortamda bulunan Pi, Ca miktarina ve daha 6nemlisi PPi konsantrasyonuna
bagldir (36). Birgok kultur ¢alismasi ve hipofosfatazya modellerinde PPi’'nin
mineralizasyonu inhibe ettigi gosterilmistir (64,73). Bu PPi bilesigini hidroliz
eden ve ortaya Pi acgiga ¢ikaran pirofosfataz, TNSALP’dir. TNSALP &zetle
ortamda mineralizasyonu inhibe eden PPi'yi azaltarak ve mineralizasyona Pi
saglayarak bu sureci kolaylastirir (103). Adisson ve ark ¢alismasinda PPi’'nin
baylyen HA kristallerine direkt baglanarak, osteopontin ekspresyonunu

artirarak ve ayrica TNALP'’yi inhibe ederek etki ettigini belirtmistir (64).
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Bununla birlikte birgok kultir c¢alismasinda B-GP aracilikli mineralizasyon
levamizol ile bloke edilmigtir. Levamizol bu etkisini TNSALP’yi doza bagiml,
substrattan bagimsiz, geri-dontsimli olarak ve nonkompetitif inhibe ederek
gOstermektedir (81). Levamizolliin mineralizasyon Uzerine etkilerini inceleyen
hacre kaltur ¢alismalari ¢ok sayida olsa da in vivo galismalar sinirhdir (77).
Bunun onemli bir nedeni invitro benzeri etki gérmek icin invivo toksik dozda
levamizole ihtiyag olabilecegi olabilir (77).

Levamizoli 25 mg/kg/gun ip olarak uyguladigimiz erigkin farelerde
kontrol gruplarina gore tartilarinda herhangi bir farklilik saptamadik. Farelerin
bu ilag dozunu iyi tolere ettigini gorduk. Farelerin serum ALP dizeylerinin
baskilanmadigi hatta anlamli olmamakla birlikte bir miktar arttigini saptadik.
Bununla birlikte serum fosfor dlizeyinin kontrol grubuna gére azalmadigini,
hatta anlamli olmasa da bir miktar arttigr goruldi. Serum kalsiyum
degerlerinde ise kontrol grubuna goére belirgin bir degisiklik saptamadik.
Garba ve ark. levamizolin 1,25(0OH)2D3 aracilikli mineralizasyona etkisini
inceledikleri invivo c¢alismada subkutan olarak uyguladiklarn disik doz
(40mg/kg) ve yuksek doz (80 mg/kg) tedavi alan gruplarda tarti ve buylimede
farklihk bulmamiglardir. Ancak diguk doz levamizolun serum ALP duzeyini
%18,4 ve yuksek doz levamizolin %61,3 oraninda azalttigini saptamislar.
Kalsiyum degerlerinin degismedigi ancak fosfor degerlerinde sirayla %14,5 ve
%22,8 azaldigini saptamiglardir (77). Burada elde edilen veriler ile bizim
calismamizdaki sonuglar c¢elismektedir. Kalsiyum her iki galismada da
degismemigstir. Ancak ALP ve fosforda anlamli olmasa da bir artis olmasi
dikkat cekicidir. Garba, calismasinda 28 gunlik blylimesi devam eden bir
grup secmistir. Bizim c¢alismamizda ise 3 aylik erigkin fare grubu
kullaniimigtir. Belki de levamizolun buyumekte olan fare grubuna etkisi farkl
olabilir.

Calismamizda tedavi sonrasi levamziol ve kontol gruplarinin sag tibia
proksimalleri kortikal ve trabekuler analizler igin mikrotomografi ile taranmig
ve incelenmigtir. Bu incelemeden elde edilen sonuglarda levamizolin

kullandigimiz dozda, 21 gun sure ile, uygulanmasi erigkin fare kemik
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morfometresin de herhangi bir degisiklik yaratmamistir. Ayrica Kkortikal
porosite, TMD ve BMD degerlerinde de anlamli bir degisim olmamistir.

Gerek laboratuar sonuglari gerekse mikrotomografi incelemeleri
levamizolin 25 mg/kg/gin ip dozda kemik Uzerinde herhangi bir anlamli
etkisinin olmadigini géstermektedir. Bununla birlikte levamizol igin LDsy dozu
farelerde intraven6z 18 mg/kg ve intraperitoneal dozu 34 mg/kg dir (104). Bu
dozlara yakin dozlarla yaptigimiz 6n c¢alismada 40 mg/kg ip dozda
enjeksiyondan hemen sonra fare grubunda 6limler gordik ve bu nedenle
calismada kullanilacak levamizol dozunu “guvenli” olarak ifade
edebilecedimiz 25 mg/kg/gin olarak karar verdik. Bu nedenle levamizolin
kultur ortamlarinda gorulen etkilerine benzer etkiler ve mineralizasyona etki
yaratabilecek daha ylksek dozlarin fareler icin letal olabilinecegini
dustunmekteyiz.

Foscarnet bir PPi analogu olup yapisal olarak bifosfonatlara
benzerdir. Bir nonselektif NaPi kotransporter blokeridir. Herpes viris, CMV ve
HiV gibi viral enfeksiyonlarin tedavisinde kullaniimaktadir (87). Yapisal olarak
bifosfonatlara benzerligi kemik Uzerine etkilerinin de incelenmesine neden
olmustur. Bu nedenle foscarnet de PPi ve bifosfonatlarin mineralizasyona
inhibe edici etkisine benzer etkiler gostermesi beklenebilir (89). Swenson ve
ark gencg ve eriskin kedi gruplarina yuksek doz (1000 mg/kg/guin) foscarnet
uyguladiklari calismalarinda, kemiklerde rikets benzeri histomorfometrik
degisikler gormusler ve yeni mineralizasyon alanlarin gelismedigini
saptamiglar ve aktif mineralizasyonun tamamen durdugunu ifade etmiglerdir.
Ayrica osteoklast sayisinda da artis saptamislar ancak osteoklast aktivitesini
Olcmemislerdir. Serum degisikliklerinde ise tedavi gruplarinda kalsiyum
yukseldigi, fosfor ve ALP degerlerinin azaldigi bulunmustur (89).
Galismamizda 3 aylik fare grubuna 150 mg/kg/gun ip olarak 21 gun tedavi
sonrasinda farelerin direkt grafi incelemelerinde makroskopik bir degisiklik
saptanmadi. Serum degerlerinde foscarnet grubunda ortalama fosfor degeri
%45, TNSALP ise %58 oraninda anlamli artislar oldu. Kalsiyum degerlerinde
ise artis gozlenmis ancak istatiksel anlamhlik bulunmamigtir. Bu sonuglar

bahsi gegen calisma sonuglari ile gelismektedir (89). Ayrica g¢alismamizda
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tibia kemikleri mikrotomografi ile incelenmigtir. Bu incelemelerde trabekuler
kemik parametreleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda herhangi bir anlamli
farkhlik saptanmadi. Genelde osteoporoz cgalismalarinda kemikte meydana
gelen degisiklikler trabekiler bdlgede daha belirgin olmaktadir (105,106).
Mineralizasyonun inhibisyonuna neden olan bir ajana yanit olarak trabekuler
yapilarda bekledigimiz degisiklikler, bizim c¢alismamizda gdzlenmemigtir.
Trabekuller alandaki kemik mineral yogunlugunu ifade eden BMD degerinde
de bir degisiklik saptanmadi. Ancak c¢alismamizda histomorfometrik
incelemeler yapilmadigi ve osteoklast fonksiyonlari degerlendiriimedigi icin
buradaki histolojik degisiklikleri sdyleyemiyoruz. Bununla birlikte trabekuler
mikroyaplya etki edebilecek onemli bir degdisiklik gergceklesmedigini
soyleyebiliriz. Kortikal parametreler degerlendirildiginde sadece “endosteal
perimetrede” anlamli bir artis saptadik. “Periostal perimetre” ve “kortikal
kalinliklarda” artis olmakla birlikte bunlar istatistiksel olarak anlamli degildi. Bu
degerler disinda kortikal porositede degerlendirildi ve anlamli bir degisim
g6zlenmedi. Ayrica kortikal mineral yogunlugu kontrol grubu ile benzer
bulundu. Calismamizda foscarnet tedavisi farelerde serum TNSALP ve fosfor
degerleri ile endosteal perimetrede anlamli bir artis olusturmustur.

Pi mineralizasyon igin 6onemli bir mineraldir (91). Gerek matriks
veziklllerine gerekse osteoblast igerisine Pi alimi NaPi kanallari ile olmaktadir
(91,92). Yoshiko ve ark.nin calismasinda osteodin mineralizasyonunda
osteoblast aracilikli NaPi transportunun 6nemli bir sure¢ oldugunu ifade
etmektedir (39). Olgun osteoblast yluzeyinde Pit1ve Pit2 oldugunu diger NaPi
kanallarinin saptanmadigini belirtmistir. Bu ¢calisma osteoblast subkdltirlerine
(profilerasyonunu tamamlanmis olgun osteoblastlardan olusan kultir ortami)
foscarnet eklenmis ve mineralizasyonun baskilandigi ve NaPi transportunun
azaldigi gorulmustur. Ayrica OPN mRNA ekspresyonu azalmis ancak ALP
MRNA  seviyeleri degismemistir.  Bununla Dbirlikte ortama artan
konsantrasyonlar Pi eklenmesi OPN ve mineralizasyonda artis saglamistir.
Ayrica artan Pi konsantrasyonu hucre canliiginda azalmaya neden olmus ve
ortama foscarnet eklenmesi bu bozulmalarin gelisimini engellemigtir. Bu kultlr

ortami caligmalari osteoblastin, matriks mineralizasyonunu yine osteoblast

42



iligkili NaPi transportu araciligi ile kontrol ettigini gostermektedir (39). Yine
ayni calismada sistemik etki yapmadigi belirlenmis foscarnet dozu, yenidogan
fare kalvaryalarina enjekte edilmistir. Bu enjeksiyon yerlerinde mineralizasyon
defektleri gelistigi ve osteoid dokunun arttigi goértlmastir (39). Bu bdlgeden
yapilan histolojik incelemelerde osteoblast sayisi ve kemik kalinhiginda
degisiklik olmamasi NaPi'nin osteoblastin mineralizasyonunda esansiyel bir
etkisi oldugunu gdéstermektedir. Bu galismadan foscarnetin mineralizasyonu
azaltirken osteblastin osteoid doku Uretimini ve kemik kalinhgini etkilemedigi,
¢cok yuksek dozlar kullaniimadigi surece osteoblastlar Uzerine toksik etki
yapmayabilecegi sdylenebilir.

NaPi ile ALP iligkisine baktigimzda yine Yoshiko’nun ayni
¢alismasinda Pitl antisense (AS) oligonukleotidler (anti sense oligontikleotid )
kullanillarak Pitl knock—down gergeklestirilmistir (39). Bodylece OPN
ekspresyonu azaldigi ancak ALP ekspresyonun degismedigi gorulmustur.
Foscarnet uygulanmis kultlr ortaminda ilk dnce STC1 (stanniocalcinl) mRNA
upregulasyonu daha sonra ALP ve daha sonrada Pitl ve Pit2 mRNA
ekspresyonlarinin arttigi gosterilmistir. Ayrica ortama Pi kaynagi (B-GP)
eklendigi zaman STC1 downregule oldugu goérulmastir. Yine ortama STC1
eklendiginde NaPi transportu ve mineralizasyon artmistir. STC1 bloke
edildiginde ise Pitl ekspresyonu azalmistir. Tim bu bulgular, STC?’in Pitl ve
ALP ekspresyonlarini kontrol ettigini ve bu kontrold, hicre iginde yer alan Pi
konsantrasyonuna gore yaptigini 6ne surmektedir (39). Bagka bir g¢alisma
kaltur ortaminda Pi azalmasinin Pit1 ekspresyonunu artirdigini ancak ALP
gen ekspresyonunda azalma olmadigini géstermektedir (50).

Bu calismalarla birlikte NaPi kanallarinin overaktif fonksiyonlarinin
etkilerinin incelendigi Suzuki ve ark.in g¢alismasinda Pitl overekspresyonu
olan fare modeli (Tg-Pitl) geligtirilmistir (107). Dort ayhk Tg-Pitl fare
modelinde WT (wild type) grubu ile karsilastinldiginda serum fosforunun
arttigi, kalsiyumun azaldigi ve PTH'In arttigi gorulmagtar. Kualtar
¢alismalarinda ise NaPi transportunun yaklasik u¢ kat artigi, ALP aktivitesinin
ise belirgin azaldigini saptanmistir. Serum fosforun artisini bir miktar Pi renal

reabsorbsiyondaki artisa baglamislardir. Belirgin kemik deformiteleri

43



olmamakla birlikte hiperfosfatemiye ragmen bir miktar BMC (kemik mineral
iceriginin) azaldigr gorulmuagtur. Ayrica ¢alismacilar Pi transportunda artmanin
hicre canliiginda ve minerilizasyonda belirgin dedisiklikler yapmamasini
hicre ici Pi yuklenmesini onleyen kompansatuvar mekanizmalarin varhgiyla
acgiklamiglardir (107). Suzuki ve ark.’nin Tg-Pit1 fare modeli ¢alismasi ve
Yoshiko’nun yukarda 6zetlenen galismalari NaPi kotransporterlarinin etkilerini
ortaya koyan ve birbirlerinin sonuglarini destekleyen iki zit calismadir. Bu iki
calismanin verilerinden yola ¢ikarak foscarnet uygulanmasi sonucu Pitl bloke
edilmesi ve bununda osteoblast igi Pi'yi azaltmasini ve bu durumun da ALP
gen ekspresyonunu ve Pit1 ekspresyonlarini artirmasi beklenebilir (39,107).
Hucre ici Pi azalmasi ayni sekilde (NaPi aracilikll) matriks vezikilleri icinde de
Pi konsantrasyonunda azalma yaratacagindan mineralizasyonun azalmasi
beklenebilir. Mineralizasyon surecinde 6nemli miktarda fosfor dolasimdan
osteoide yer degistirir (49). Bu degisimdeki aksama serum fosforunda artisa
neden olabilir. Nitekim ¢alismamizda da serum fosforu artmistir.
Bahsettigimiz upregilasyon yolagina gére hilcre i¢i Pi konsantrasyonun
azalmasi ALP ekspresyonunu artiracaktir. Nitekim ¢alismamizda da
muhtemel bir ALP gen ekspresyon artigi serum ALP degerinde artisa neden
olmus olabilir.

Periosteal ylzeydeki osteogenezis, kemigin enine buylme,
genisleme, sekillenme ve kirik iyilesmesinde 6nemli bir rolG vardir (1).
Kemigin modeling surecinde periosteal yuzeyde kemik yapimi (kemik
formasyonu) tipik olarak ylkimdan daha fazladir. Bu nedenle kemik
yaslandik¢a enine buylme devam edecektir. Endosteal yluzeyde ise yeniden
sekillenme daha ¢ok aktiftir. Bu ylzeyde kemik rezorbsiyonu daha fazladir.
Bu sure¢ ilik mesafesinin kapanmasini engeller. Modeling, buyime dénemi
tamamlandiktan sonra oldukca dusuk bir hizda devam edecektir.
Calismamizda foscarnet tedavisinin endosteal ¢evrede artisa neden oldugunu
gorduk ayrica periosteal cevrede de istatiksel olarak anlamli olmasa da bir
artis eslik etmektedir. Histomorfometrik incelemeler yapmadigimiz ve
osteoklast aktiviteleri olgcmedigimiz icin teorik olarak endosteal ylzeyde

rezorbsiyonun artigi ya da kemik formasyonunda azalmanin gergeklesmis
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olabilecedi dusunulebilir. Ancak, trabekuler alanda belirgin degisiklik
olmamasi foscarnete bagl etkilenmenin kortikal bodlgelerde daha yogun
oldugunu dusundurebilir. Bu degisikligi periosteal kemik ¢evresinde ve kortikal
kalinhkta hafif artis ile birlikte degerlendirdigimizde kemik formasyonu Uzerine
etkisinin olabilecedi soOylenebilir. Foscarnet tedavisi ile kemikte olusan bu
degisiklikler dikkat cekicidir. Kemiklerin farkli yuzeylerinden yapilacak statik
ve dinamik histomorfometrik incelemeler NaPi kotransporterlarinin bloke
edilemesinin etkilerini daha net ortaya ¢ikarabilir.

Sonug¢ olarak, calismamiz bir TNSALP inhibitdéra olan levamizolin
toksik doza yakin uygulanmasinin serum ALP, fosfor, kalsiyum ve kemik
morfometresinde anlamli bir degisiklik olusturmadigini gdsteren ilk invivo
calismadir. Ayrica foscarnet tedavisinin, kiltir calismalarinda elde elden
sonuglar ile uyumlu olacak sekilde, serum TNSALP ve fosfor degerlerinde
belirgin atisa ve ayrica kortikal kemik parametrelerinde yapim lehine
degisikliklere neden oldugu ilk defa gosterilmistir. Foscarnet veya Pitl'e
spesifik kanal blokeri olabilecek ajanlarin kemik Gzerindeki invivo etkilerini
inceleyen histomorfometrik incelemelere ihtiyag vardir. Bu bilegiklerin
etkilerinin invivo olarak incelenmesi kemik hastaliklarinin tedavilerini

iyilestirmede bize yol gosterici olabilir.
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